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In this study, we investigated the application of biosensors in screening tests for 
periodontal disease. First, changes in resonance wavelength during building of self-
assembled monolayers using Orla91 protein and changes in resonance wavelength caused 
by binding of mouse anti-human hemoglobin beta-subunit monoclonal antibody ( IgG 
antibody) to self-assembled monolayers were evaluated by fiber optical surface plasmon 
resonance (SPR) sensor. Next, changes in resonance wavelength in levels of 
hemoglobin were then examined and the detection of salivary hemoglobin present in 
saliva samples from healthy volunteers and patients with moderate periodontitis were 
investigated. As a result, changes in resonance wavelength during the process of building 
self-assembled monolayers and binding of IgG antibodies to the self-assemb led 
monolayers were detected. Changes in resonance wavelength by hemoglobin revealed a 
time-dependent increase up to 1.0 minutes after starting the reaction at hemoglobin levels 
of 10 ng/ml-200 µg/ml. The subsequent detection of hemoglobin in salivary samples 
revealed that changes in resonance wavelength were only detected in patients with 
periodontitis. The above findings suggest that optical fiber SPR sensors are capable of 
detecting salivary hemoglobin in periodontal disease screening tests. 
  








デバイスの実用化が望まれている．このような検査キット・デバイスは Point of Care Testing 















レベルは，地域歯周疾患指数である CPI コード 1 ( 出血 )とコード 3 ( 4-5 mmの歯周ポケ














電気的な信号に変換することが可能な光ファイバ表面プラズモン共鳴 ( Surface plasmon 
resonance: SPR ) センサーであり，その原理は光によってのみ励起される金属表面に存在
する自由電子の波である表面プラズモンの共鳴特性を応用したものである 11) [ Fig. 1 








広く研究開発が進められている 12)．バイオセンサーの有効性に関し Bellan ら 13)は，バイオ
センサーがテクノロジーの進歩と，その信頼性の向上により，血糖値測定，細菌の検出や癌

















長さ10 mmのステップインデックス型マルチモードファイバ (精工技研, 千葉)を用いた[ Fig. 
2 ( 1 )]．白色光源にはHL2000 ( OCEAN OPTICS, Dunedin, FL )，光ファイバにはBIF400-
VIS-NIR ( OCEAN OPTICS )，分光器にはUSB4000 ( OCEAN OPTICS )，解析ソフトには
OP wave+ ver.2.04 ( OCEAN OPTICS )を用いて光ファイバSPRセンサーを構成した[ Fig. 2 
( 2 )]． 
2. 自己組織化膜の構築 
SPRセンサープローブへのIgG 抗体の固定化に必要な Escherichia coli の外膜主要タ
ンパクであるOuter membrane protein A ( OmpA ) とPolyethylene glycol with a thiolalkane 
( thioPEG ) から構成される Orla91 protein [ Fig. 3 ( 1 ) ]による自己組織化膜の構築は， 
Orla91 kit ( Orla Protein Technologies, Newcastle, UK )に添付されたプロトコルに従い行っ
た．まず，SPRセンサープローブ表面に蒸着された金薄膜の洗浄を目的にエタノール浸漬
を行った後，ミリQ水を用いて洗浄を行った．次に，2 % HellmanexⅡ ( Hellma, Müllheim, 
Germany )に25 ℃，10 分間浸漬後，ミリQ水により十分に洗浄し，乾燥処理を行った．次




およびチオール化を行った後，0.5 M Tris 2-carboxyethyl phosphine hydrochloride ( TCEP-
HCl )を添加した後，37 ℃で10 分間，還元処理を行った10 µM Orla91 protein溶液に，
SPRセンサープローブを25 ℃，20 分間浸漬後，1 % SDS に25 ℃，5 分間浸漬した．同
様にして再度，TCEP-HClで処理したOrla91 protein溶液に25 ℃，4 分間浸漬後，1 % SDS 




で，4 ℃で保管した．本研究では，Orla91 proteinの陰性対照として，IgG 結合部位を保有
しないOrla9 proteinを使用し，同様の条件下で対照実験を行った． 
3. 抗原および抗体 
実験には抗原としてヒトヘモグロビン ( Abcam, Cambridge, UK )を用いた．一方，抗体と
してマウス抗ヒトヘモグロビン サブユニットβ モノクローナル IgG 抗体 ( Abcam )，および
金コロイド標識ウサギ抗ヒトヘモグロビン ポリクローナル抗体 ( アルフレッサファーマ, 大
阪 ) を用いた．抗体は0.05 % Tween20 添加リン酸緩衝生理食塩水 (PBS: 50 mM, pH 
7.2 ) で希釈し，実験に供した． 
4. 自己組織化膜とIgG 抗体の結合 
自己組織化膜を構築したSPRセンサープローブを，0.05 % Tween 20添加PBSを用いて 
1 mg/mlの濃度に希釈したマウス抗ヒトヘモグロビンサブユニットβモノクローナル IgG 抗体
  
 
溶液に25 ℃，20 分間浸漬後，PBSに25 ℃，4 分間浸漬することでOrla91 proteinと結合さ
せた ( Fig. 4 )．以上の処理は全て光ファイバSPRセンサーによる共鳴波長をリアルタイムで
測定して行った． 
5. ヘモグロビンと金コロイド標識抗体による免疫複合体の形成 
標準試料としたヘモグロビンをPBSで10 ng/ml, 1 µg/ml, 100 µg/ml, 200 µg/mlに調整後， 
0.05 % Tween 20添加PBSにより20 µg/mlに調整した金コロイド標識ウサギ抗ヒトヘモグロビン
ポリクローナル抗体 ( アルフレッサファーマ, 大阪 ) を添加し，25 ℃，45 分間反応させ
た．その後，室温にて9,510 × g，2 分間遠心分離を行い，上清を除去後, 再度PBSに懸濁






( Fig. 6 )．SPRセンサープローブに対するヘモグロビンの結合による共鳴波長変化の測定
は，分光器のパラメーター設定を，露光時間6 ms，積算回数300 回，スムージング無し，波
長計測領域：波長400-800 nm，保存間隔30 秒，保存時間30 分として行った．測定後0.5 
分，1.0 分，1.5 分における検量線の作成を行った．陰性対照としてIgG 結合部位を持た




標準試料とした唾液ヘモグロビンの測定後，回帰分析を用いて10 ng/ml, 1 µg/ml, 100 
µg/mlの領域における検量線の作成を行った． 解析には SPSS version 20 (日本アイ・ビ






プロービングポケット深さ ( probing pocket depth: PPD ) 4 ㎜以上の部位が存在する歯が1 
歯以上存在するものとし,  健常者はPPDが全て3 ㎜以下でプロービング時の出血 
( bleeding on probing: BOP ) が認められないものとした．除外基準は免疫反応に影響の及
ぼす全身疾患の既往があるもの，妊娠しているもの，過去3ヶ月以内に歯周治療を受けてい
るもの，過去3ヶ月以内に抗菌薬の服用があるものとした．本研究は本学倫理審査委員会の
承認 (承認番号A1008) を受けて行った． 
9. 口腔内検査 
全ての被験者に歯周病検査を行った．歯周病検査項目は PPD，clinical attachment 






ラボ( GC, 東京 ) を用いて3 ml採取した．被験者には当日の朝，飲食および歯みがきを行
わないように指導した．唾液検体は採取後，15 ml 遠心チューブに移し，速やかに -80 ℃
に保存した． 
11. 唾液処理 
唾液採取後，1.5 ml遠心チューブに 1.0 ml分注し，室温で 25 ℃，9,510 × gで 2 分間，











Ⅱの共鳴波長変化は開始時620.7 nm，540 秒後621.1 nmであった．β-mercaptoethanolの
共鳴波長変化は，開始時618.2 nm，60 秒後618.3 nm，240 秒後618.5 nmであった．また
Orla91 protein溶液への浸漬 ( Orla① )による共鳴波長変化は，開始時624.8 nm，1140 秒
後626.6 nmであり，1 ％SDS ( SDS① ) では変化なく，共鳴波長は619.3 nmであった．さら
に2回目のOrla91 protein溶液への浸漬 ( Orla② ) による共鳴波長変化は，開始時および
60 秒後は624.3 nmで変化なかったが，180 秒後に624.9 nmに変化し，2回目の1 ％SDS 
( SDS② ) の共鳴波長は，619.8 nmとなった．100 mM HClの共鳴波長は変化なく620.1 nm
であった( Fig. 8 )． 







619.5 nm，1740 秒後619.6 nmであった．その後再度PBSに浸漬したところ共鳴波長は




100 µg/ml,では，反応開始1.5 分まで時間依存的な共鳴波長変化の増加が認められ，1 
µg/ml, 200 µg/mlでは，反応開始1.0 分まで時間依存的な共鳴波長変化の増加が認められ
た ( Fig. 10, 11 )． 
4. 検量線の作成 
反応時間0.5 分，1.0 分，1.5 分の各濃度における共鳴波長変化をプロットし，各反応時
間における検量線の作成を行った結果，0.5 分ではY = 0.3X + 4E-14, R2 = 1，1.0 分では
Y = 0.4X – 0.1, R2 = 1，1.5 分ではY = 0.4X – 0.0667, R2 = 0.9231であった( Fig. 12 )． 
5. 患者情報および臨床パラメーター 
2 名の健常者 ( H1: 男性・27 歳，H2: 女性・32 歳 )と2 名の慢性歯周炎患者 ( P1: 
男性・52 歳，P2: 女性・58 歳 )の患者情報および臨床パラメーターをTable1 に示す．平
  
 
均PPDは，P1とP2がH1とH2より深い値を示し，それぞれ P1：3.5 mm，P2：3.2 mm，および
H1：1.6 mm，H2：1.7 mmであった．また，平均CALはそれぞれ P1：5.1 mm，P2：3.6 mm，お
よびH1：1.6 mm，H2：1.7 mmであった．平均BOPは，H1とH2では検出されず，P1とP2では
それぞれ55.9 %，45.8 %であった．唾液ヘモグロビンの検出による共鳴波長変化はP1とP2
のみで検出され，反応時間1.0 分における共鳴波長変化はそれぞれ1.99 nm，1.19 nmであ































では，SPRセンサープローブ表面への自己組織化膜の構築を，OmpA と thioPEG からな
るOrla91 proteinを用いたLe Brunら20, 22)の方法で行っていることから，使用した抗体の活性
維持およびセンサーの感度の上昇が生じていることが示唆される．本研究において自己組
織化膜の構築ステップにおけるSPRスペクトルと共鳴波長の変化を経時的に測定したとこ







させた．その結果，IgG 抗体溶液への浸漬処理により共鳴波長の増加が確認できた[ Fig. 















った( Fig. 10, 11 )．調整したヘモグロビン各濃度において，反応初期 ( 0.5，1.0，1.5 分 ) 
では時間依存的な共鳴波長変化が認められたことから，検量線の作成による定量化が可能
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Fig. 1, Schematic representation of an electron density wave propagating along a metal – 
dielectric interface. 
( 1 ) The propagating surface plasmon can be excited by p polarized light. In the optical 
phenomenon of Surface Plasmon Resonance, a metal-dielectric interface supports a p-polarized 
electromagnetic wave, namely Surface Plasmon Wave (SPW), which propagates along the 
interface. When the p-polarized light is incident on this metal-dielectric interface in such a way 
that the propagation constant (and energy) of resultant evanescent wave is equal to that of the 
SPW, a strong absorption of light takes place as a result of transfer of energy. ( 2 ) The output 
signal demonstrates a sharp dip at a particular wavelength known as resonance wavelength. 
 
 
Fig. 2, The system of fiber optical surface plasmon resonance sensor.   
The fiber optical surface plasmon resonance sensor is constructed with multimode fiber SPR 
sensor probe (①), halogen lamp: HL2000 (②), spectrometer: USB4000 (③), optical coupler: 
Multimode fiber 1×2coupler (④), softwar：OPwave+ ver.2.04 (⑤). This system and operation 




Fig. 3, A schematic of Orla91 protein.  
 ( 1 ) Domain structure of Orla91 protein and ( 2 ) a model of the Orla91 and Orla9 proteins. 
The scaffold protein part is in red and the Z domains in purple. The linker region is in green 
and is shown as unstructured.  
 
Fig. 4, A schematic of self-assembly of protein monolayer on gold surface.  
 ( 1 ) A model of the binding antibody on the Orla91 protein and ( 2 ) a model of the array 
proteins on gold surface. 
 
Fig. 5, An illustration of immune complex formation.  
Rabbit anti-hemoglobin polyclonal antibody conjugated gold nanoparticle was added to the 
purified human hemoglobin solution to form the immune complex. 
 
Fig. 6, A schematic of hemoglobin detection and subsequent determination of resonance 
wavelength change using fiber optical SPR sensor. 
( 1 ) A model of inserted SPR sensor probe in the sample solution that include immune 
complexes. ( 2 ) A model of wavelength change occurred by hemoglobin detection using fiber 




Fig. 7, Saliva collection and processing method. 
After collecting saliva, all samples were centrifuged (9,510 × g, 2 min) to remove particulate 
matter, then clear supernatant were transferred into appropriate test tubes. 
 
Fig. 8, SPR curves measured during the adsorption of Orla91 protein on gold surface.  
SPR curves before and after each procedure on a gold surface (1- 9). The change of resonance 
wavelength of 1.8 nm (624.8 nm-626.6 nm) in (5) and 0.6 nm (624.9 nm- 624.3 nm) in (7) 




Fig. 9, SPR curves measured during the adsorption of IgG antibody on self-assembled 
monolayer. 
SPR curve before and after IgG immobilization on a gold surface coated with a self-
assembled monolayer of Orla91protein (1- 3). The change of resonance wavelength of 0.3 nm 
(619.6 nm- 619.3 nm) characterizes the amount of IgG antibody adsorbed on self-assembled 
monolayer. 
Fig. 10, SPR trace of hemoglobin binding to sensor surface. 
Black solid lines in all graphs indicate the total reaction of resonance wavelength change 
  
 
associated with hemoglobin detection by using fiber optical SPR sensor immobilized with 
Orla91 protein. Gray solid lines in all graphs indicate the non-specific reaction of resonance 
wavelength change associated with hemoglobin detection by using fiber optical SPR sensor 
immobilized with Orla9 protein. Color solid lines (green, pink, yellow, blue) in all graphs 
indicate the specific reaction of resonance wavelength change associated with hemoglobin 
detection. 
 
Fig. 11, Changes in resonance wavelength by hemoglobin detection in time-dependent 
data. 
Color solid lines (green, pink, yellow, blue) indicate the time-dependent data of resonance 
wavelength change up to 1.5 minutes after starting the reaction. 
 
Fig. 12, Hemoglobin Standard curve.  
Color solid lines (red, yellow, blue) represents the standard curve generated in either reaction 














θ : Angle of incident
θ c : Critical angle






































































































H1 H2 P1 P2
27 32 52 58
male female male female
28 28 17 28
1.6 1.7 3.5 3.2
1.6 1.7 5.1 3.6
0 0 55.9 45.8
- - 1.99 1.19
Table 1. Clinical paremeter of healthy subjects and patients with periodontitis.
Age (years)
Gender
Healthy subjects Patients with periodontitis




Resonance wavelength change by
Hemoglobin (nm)
Bleeding on probing ( % of site )
